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© Affinitatssensoren und -assays 

© Die Erfindung bezieht sich auf Affinitatssensoren und 
-assays zur Detection von Substanzen fiber speziftsche 
Bindungen zwischen Rezeptoren und Liganden, also auf 
Rezeptor-Ligand-Syateme. 

Derartige Sensoren und Assays werden insbesondere, ja- 
doch nicht ausschlieSIich, im Bereich der Biosensorik und 
Biochemie. der Pharmazie. der Pharmazeutik, der Umwelt- 
chemie und auch ganz ailgemein im Bereich der Chemie 
verwendet 

Fur die erfindungsgema&en Rezeptor-Ligand-Sycteme wer- 
den Dendrimere eingesetzt, an deren Oberflache zu den 
nachzuweisenden Analyten komplementare Rezeptoren bzw. 
Liganden, vorzugswetse kovalent, gebunden sind. Bei zu- 
satzlicher Bindung von Farbstoffen an die Dendrimeroberfla- 
"" che ist ein sehr einfacher, intensiver und genauer Farbnach- 
f we is der Analyten mdglich. Die erfindungsgemaBen Dendri- 
mere eignen sich insbesondere zum Einsatz im Bereich der 
3 Bioanaiytik. Biosensorik und Biochemie. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf Affinitatssensoren und 
-assays zur Detektion von Substanzen uber spezifische 
Bindungen zwischen Rezeptoren und Liganden, also auf 
Rezeptor-Ligand-Systeme. 

Derartige Sensoren und Assays werden insbesondere 
jedoch nicht ausschlieBlich im Bereich der Biosensorik 
und Biochemie, der Pharmazie, der Pharmazeutik, der 
Umweltchemie und auch ganz aligemein im Bereich der 
Chemie verwendet Im Bereich der Biosensorik und Bio- 
chemie werden sie haufig zum Nachweis von Antikor- 
pern oder Proteinen beispielsweise durch Oberflachen- 
Plasmonen-Resonanz, Immunhistologie, Immunchro- 
matographie oder auch typischerweise bei Dip-Stick- 
Assays verwendet 

Bekannt sind beispielsweise sogenannte Dip-Stick- 
Assays, bei denen ein analytspezifischer Antikorper an 
einen geeigneten Trager (den Stick) gebunden ist, der 
den Analyten aus der zu testenden Losung fangt Ein 
weiterer analytspezifischer Antikorper, der ein anderes 
Epitop auf dem Analytmolekul erkennt, wird gleichzei- 
tig hinzugegeben. Der Bereich des Dip-Sticks, in dem 
der erste Antikorper immobilisiert ist, kann anschlie- 
Bend angefarbt werden und signalisiert somit das Vor- 
handensein des Analyten in der getesteten Losung. 

In immunchromatographischen Tests konkurrieren in 
einer Reaktionskammer freier Analyt und an die Fest- 
phase gebundener Analyt um die Bindung an spezifische 
Antikorper. Bei hohen Analytkonzentrationen bleiben 
viele Antikorper-Farbstoffkonjugate in L6sung und 
wandern auf einer geeigneten Festphase zu spezifischen 
anti-Antikorpern, die auf der Festphase kovaJent immo- 
bilisiert sind Dadurch entsteht eine farbige Markierung. 

Aus dem Stand der Technik (Mayo und Hallock, Jour- 
nal of Immunologic! Methods, Band 120 (1989), Seiten 
105 bis 1 14) ist ein Verfahren bekannt, bei dem mit Hflfe 
von Oberflachen- Plasmonen-Resonanz die Bindungen 
zwischen einem Liganden und einem Rezeptor nachge- 
wiesen werden kann. Wesentlich ist dabei, daB der Re- 
zeptor bzw. der Ligand an einer Oberflache, die einen 
Wellenleiter begrenzt, gebunden ist 

Problematisch bei samtlichen dieser Verfahren ist, 
daB die Oberflachen, an die die Rezeptoren bzw. Ligan- 
den gebunden sind, auch unspezifische Adsorption von 
Proteinen zulassen. Daher sind derartige Affinitatsas- 
says in der Anwendung auf Realproben, beispielsweise 
Proteingemische wie Blut, Serum oder Blutplasma le- 
diglich eingeschrankt verwendbar. Um derartige unspe- 
zifische Bindungen zu vermeiden, werden im Stand der 
Technik Standard-BIockierungsproteine oder stark hy- 
drophile Verbindungen eingesetzt Beispielsweise wird 
von den Firmen Pharmacia und Fisons in den jeweiligen 
kommerziellen Oberflachen Plasmon Resonance Gera- 
ten (Biacore/I Asys) das Polysaccharid Dextran als Blok- 
kierungsreagenz verwendet Der Einsatz dieser Verbin- 
dung stellt zwar eine deutliche Verbesserung zu fruher 
dar, es ist jedoch dennoch noch nicht moglich, generell 
in Blut zu messea 

Nach dem Stand der Technik erfolgt der Farbnach- 
weis von Antikorpern mit Goldpartikeln bzw. mit Parti- 
keln aus Kohlenstoff oder SiC>2 (Uchida et aL Journal 
American Chemical Soc 1990, Band 1 12, Seiten 7077 bis 
7079). Die Bindung erfolgt dabei uber hydrophobe 
Wechselwirkungen, wodurch stets die Gefahr der un- 
spezifischen Bindungen der Partikel an Oberflachen be- 
steht Ein weiterer Nachteil besteht darin, daB die Bio- 
molekule nicht gerichtet gekoppelt werden konnen, so 
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daB bei bestimmten Molekulen eine Inaktivierung durch 
die Bindung an die Partikel nicht auszuschlieBen ist 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung ist es, Affinitats- 
sensoren und -assays, dh. Nachweisreagenzien bzw. 
5 Rezeptor-Ligand-Systeme sowie Verfahren zum spezi- 
fischen Nachweis von Analyten, beispielsweise Ligan- 
den bzw. Rezeptoren, zur Verfugung zu stellen, die ei- 
nen Nachweis derartiger Analyte mit hoher Genauig- 
keit sowie mit geringem storenden Untergrundsignal 

io ennoglichen. 

Diese Aufgabe wird durch die Dendrimere gemaB 
Anspruch 1 sowie durch die Verwendung dieser Dendri- 
mere nach Anspruch 11 in Verbindung mit ihren kenn- 
zeichnenden Merkmalen gelost 

is Dendrimere sind dreidimensionale Polymere anna- 
hernd kugelformiger Gestalt Sie zeichnen sich durch 
eine festgelegte Zusammensetzung, groBes Molekular- 
gewicht sowie durch eine stark verzweigte Architektur 
aus. Sie werden daher haufig auch nanoskopische Ver- 

20 bindungen genannt Die Synthese erfolgt nach dem 
Stand der Technik dabei ausgehend von einem polyva- 
lenten Monomer schichtweise in sogenannten Genera- 
tionen. Die Herstellung solcher Dendrimere ist ausfuhr- 
lich in Uchida et aL Journal American Chemical Soc. 

25 1990, Band 1 12, Seiten 7077 bis 7079, beschrieben. 

Durch Auswahl der Monomere kann die GrdBe die- 
ser Molekule sehr genau festgelegt werden. Der kugel- 
formige Habitus ergibt sich aus den sterischen Wechsel- 
wirkungen der letzten Generatioa Durch Wahl der Mo- 

30 nomere der letzten Generation kann die Funktionalitat 
der Oberflache der Dendrimere festgelegt werden. Dar- 
uber hinaus konnen diese Molekule durch eine soge- 
nannte konvergente Synthese erzeugt werden. Dabei 
werden zunachst ICugelschnitte synthetisiert, die spater 

35 miteinander verknupft werden. 

Bei Einsatz von Dendrimeren fur die Anbindung spe- 
zifischer Rezeptormolekule bzw. spezifischer ligand- 
molekule kann uber die Wahl der Monomere der letzten 
Generation die Funktionalitat der Oberflache der Den- 

40 drimere festgelegt werden. Derartige Dendrimere er- 
lauben die gerichtete Kopplung und spezifische Bin- 
dung von Rezeptormolekule bzw. Ligandenmolekule 
und dadurch eine spezifische und sehr intensive Markie- 
rung von Ligand- bzw. Rezeptormoiekulen. Je nach 

45 Analyt (Rezeptor bzw. Ligand) wird an die Oberflache 
der Dendrimere das jeweils komplementare Molekul 
(Ligand bzw. Rezeptor) gebunden. 

Dabei ist der Einsatzbereich dieser Dendrimer-Re- 
zeptor/Iigand-Konjugate nicht nur auf das System An- 

50 tikorper-Antigen beschrankt sondern kann prinzipiell 
auf alle Rezeptor-Ligand-Systeme ubertragen werden, 
beispielsweise auf den Nachweis von Proteinen, Ribo- 
nukleinsauren oder Desoxyribonukleinsauren. Auch an 
den Nachweis anorganischer Analyte kann gedacht 

55 werden, wobei es auch hier moglich ist, ein Dendrimer- 
Antikorper-Konjugat oder auch ein sonstiger anorgani- 
scher spezifischer ligand fur den Analyten in Verbin- 
dung mit einem Dendrimer zu verwenden. Die groBe 
und regelmaBige Oberflache ermoglicht es, eine hohe 

eo Belegungsdichte mit Rezeptoren bzw. Liganden zu er- 
moglichen. 

Die erfmdungsgemaBen Dendrimere werden beson- 
ders vorteilhaft in der Bioanalytik, Biosensorik oder Im- 
mundiagnostik eingesetzt 
65 Vorteiihafte Weiterbildungen der erfmdungsgema- 
Ben Dendrimere und ihrer Anwendung werden in den 
abhangigen Anspruchen gegeben. 

Durch die hohe Zahl an reaktiven Gruppen auf der 
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Oberflache der Dendrimere ist es mogiich, neben den 
Rezeptormolekulen bzw. Ugandenmolekfilen viele 
Farbstoffmolekule pro Dendrimer zu binden. Derartige 
Farbstoff-Rezeptor/Iigand-Dendrimer-Konjugate 
konnen insbesondere vorteflhaft in der Biosensorik, 
Bioanalytik oder Immundiagnostik eingesetzt werden. 
Werden als Farbstoffe Fluorophore verwendet, so eig- 
nen sich die Dendrimere zum Einsatz bei Fluoreszenz- 
Immunoassays. Mit Hilfe dieser Konjugate wird bei 
samtlichen im Stand der Technik bekannten Immunoas- 
says eine besonders intensive Farbmarkierung und da- 
mit ein besonders guter Nachweis von Analyten mog- 
iich. 

Die Dendrimere konnen mit den Rezeptormolekulen 
bzw. Ligandmolekfilen fiber Spacermolekule oder mit 
Hilfe von Crosslinker-Molekulen kovalent gebunden 
werden. Insbesondere ist fiber derartige kovalente Bin- 
dungen eine gerichtete Bindung der Rezeptoren bzw. 
Liganden mogiich. In diesem Falle konnen die liganden 
bzw. Rezeptoren auf den jeweiligen Analyten ausge- 
richtet werden, wouurch der Nachweis weiter verbes- 
sert werden kann. Auch der gleichzeitige Nachweis 
mehrerer Analyte fiber den Einsatz einer Mischung von 
Dendrimeren mit unterschiedlichen Rezeptoren/Ligan- 
den bzw. fiber den Einsatz von Dendrimeren, an die 
mehrere unterschiedliche Liganden bzw. Rezeptoren 
gebunden sind, ist mogiich, so daB multifunktionale 
Nachweismethoden auf einfache Art und Weise durch- 
gefuhrt werden konnen. 

Der parallele Nachweis mehrerer Analyte wird wei- 
ter vereinfacht durcfa die Bindung unterschiedlicher 
Farbstoff molekfile an die Dendrimere, so daB die einzel- 
nen Analyte fiber unterschiedliche Farbgebungen nach- 
gewiesen werden konnen. 

Anwendung finden mit fluorophorbeladene Dendri- 
meren markierte Antikorper in der Immunhistologie, 
wo Antigene, die in geringen Konzentrationen im Ge- 
webe exprimiert werden, detektiert werden sollen, was 
aufgrund der hohen Fluorophordichte pro Antikorper- 
molekfil mit Hilfe der erfindungsgemaBen Dendrimere 
mogiich wird Ein weiteres Einsatzgebiet sind Fluores- 
zenz-Immunstests in Mikrotiterplatten und die spezifi- 
sche Fluoreszenzmarkierung von Oberflachen pro- 
bzw. eukaryontischer Zellen mit Antikorper-Dendri- 
mer-Farbstoffkonjugaten und anschlieBender Selektion 
mittels eines fluoreszenzaktivierten Zellsortierers. 

In sogenannten Dip-Stick- Assays ist ein analytspezifi- 
scher Antikorper an einen geeigneten Trager gebunden, 
der den Analyten aus der zu testenden Losung fangt Ein 
weiterer analytspeziflscher Antikorper, der ein anderes 
Epitop auf dem Analytmolekfil erkennt, und welcher mit 
chromophorbeladenen Dendrimeren gekoppelt ist, wird 
gleichzeitig hinzugegeben. Durch die hohe Konzentra- 
tion an Immunkomplexen und die hohe Farbstoffbele- 
gung der Dendrimere farbt sich der Bereich des Dip- 
Sticks, in dem der erste Antikorper immobilisiert ist, 
besonders intensiv an und signalisiert somit das Vorhan- 
densein des Analyten in der getesteten Losung. 

In immunchromatographischen Tests konkurrieren in 
einer Reaktionskammer freier Analyt und an die Fest- 
phase gebundener Analyt urn die Bindung an spezifische 
Antikorper. Bei hohen Analytkonzentrationen bleiben 
viele Antikorper- Dendrimer- Konjugate, die mit Farb- 
stoff markiert sind, in Losung und wandern auf einer 
geeigneten Festphase zu spezifischen anti-Antikorpern, 
die auf der Festphase kovalent immobilisiert sind Da- 
durch entsteht eine farbige Markierung. Durch die 
Kopplung von verschiedenen Farbstoffen an Antikdr- 
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per- Dendrimer- Konjugate mit unterschiedlichen Spezi- 
fitaten ist es mogiich, beispielsweise Multianalyt-Tests- 
treifen zu entwickem, die das Vorhandensein des/der 
Analyte(n) sowohl durch die Position des gefarbten Be- 

5 reichs als auch durch die entsprechende Farbe angeben. 
Diese Anwendungsbeispiele sind nicht auf das Anti- 
gen-Antikorper-System beschrankt, sondern sind prin- 
zipiell auf alle anderen Rezeptor-Ugand-Systeme fiber- 
tragbar. Beispiele hierfur sind nukleinsaurebindende 

to Proteine, komplementare Nukleinsaurestrange, Lekti- 
ne, Rezeptoren fur niedennolekulare bzw. hochmoleku- 
lare Verbindungen sowie anorganische Substanzen. Ein- 
geschlossen sind auch die nativen Formen dieser Rezep- 
tor- bzw. Bindungsmolekfile als auch deren rekombi- 

15 nante Analoga. Ebenfalls eingeschlossen sind aktive 
Fragmente dieser Rezeptor- bzw. Bindungsmolekfile, 
die enzymatisch, chemisch oder rekombinant hergestellt 
werdea 

Besonders vorteilhaft ist, daB die erfindungsgemaBen 
20 Dendrimere mit einer hydrophilen Oberflache ausge- 
stattet werden konnen, so daB in biologischen Realpro- 
ben die unspezinscue Bindung von Proteinen an die 
Dendrimer-Rezeptor/Ligand-Konjugate stark verrin- 
gert wird und der Einsatz von Blockierungssubstanzen 
25 reduziert werden oder auch ganz entf alien kann. 

Dieser Vorteil wirkt sich insbesondere bei der Be- 
schichtung von Transduktoroberflachen in Biosensoren 
aus, wobei hier die Transduktoren beispielsweise dielek- 
trische Wellenleiter, planare oder faseroptische Ober- 
30 flachenplasmonen-Resonanz-Meflwertwandler aber 
auch Mikrotiterplatten fur den Einsatz in ELISAs ein- 
schlieBen. 

In diesem Falle werden Transduktoroberflachen mit 
Dendrimeren beschichtet, die eine hydrophile Oberfla- 

35 chen besitzen und an die in Richtung des Probenme- 
diums Rezeptoren bzw. Liganden gebunden sind Da- 
durch wird eine hochspezifische und effektive Bindung 
der Analyten an die Transduktoroberflachen bewirkt 
und gleichzeitig die unspezifische Bindung von bei- 

40 spielsweise Proteinen an die Transduktoroberflache 
stark verringert 

Die Beschichtung der Transduktoren kann mit Stan- 
dardtechniken durch geffihrt werden. Zur Derivatisie- 
rung von dielektrischen Wellenleitern wird beispiels- 

45 weise eine Silanisierung durchgef uhrt und im AnschluB 
an diese silanisierte Oberflache aminofunktionalisierte 
Dendrimere gekoppelt Diese praparierte Oberflache 
kann anschlieBend mittels homo- oder heterobifunktio- 
neller Crosslinker mit biologisch aktiven Komponenten 

50 gerichtet beschichtet werden. 

Eine besondere Form der gerichteten Synthese der 
erfindungsgemaBen Konjugate sind Dendrimere, die 
fiber konvergente Synthese aus definierten Sektoren 
aufgebaut werden. Damit ist es beispielsweise mogiich, 

55 Dendrimere in der Oberflachenplasmonenresonanz ein- 
zusetzen, die fiber einen miolfunktionalisierten und ei- 
nen hydroxylfunktionalisierten Sektor verfugen. Diese 
Dendrimere konnen zur direkten Transduktorbeschich- 
tung genutzt werden, da die Thiolgruppen eine hohe 

60 Affmitat zur Edelmetalloberflache des Transduktors der 
Oberflachenplasmonenresonanz aufweisen, dort kova- 
lent binden und damit wegen der heterogenen Sektorie- 
rung der Dendrimere der hydrophile Teil zum Proben- 
medium gerichtet ist Ober den Einsatz heterobifunktio- 

65 neller Crosslinker Iassen sich an diesem hydrophilen Teil 
Antikorper sowie Farbstoffe ffir Farbnachweise gerich- 
tet an diese so praparierte Sensoroberflache koppeln. 
Im folgenden werden einige Beispiele fur die erfin- 
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dungsgemaBen Dendrimere sowie ihre Verweadung ge- 
geben. 

Fig. 1 beschreibt eine Transduktoroberflache, die mit 
erfindungsgemafien Dendrimeren beschichtet ist. 

5 

Beispiel 1 

Kopplung von Dendrimeren an Antikorper 

1 mg Antikorper gelost in Natriumacetatpuffer, 0,1 io 
M, pH 4,5, mit 40 mM Natriummetaperjodat, wird fur 30 
min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert Die Oxidation 
der Zuckerseitenketten wird gestoppt durch Zugabe 
von 100 pi 15 mM Glycerin in H2O und fur 10 min be] 
RT inkubiert Zum Entfernen uberschussiger Reaktan- 
den erfolgt eine Gelfiltration mitteis Sephadex G 25. 
Elutionsmittel: Na-Phosphatpuffer, 10 mM, 150 mM 
NaCl, pH 7,4. NH2-funktionalisierte Dendrimere (Star- 
burst, Generation 4, Aldrich, Produkt-Nr. 41,244-9) 
(10 ul einer methanolischen Stocklosung, entspricht 
5,7x 10~ 8 mo!) werden durch Bildung SchifPscher Ba- 
sen, die durch gleichzeitige Gabe von 1 mg Na-Cyano- 
borhydrid reduziert werden, an die Aldehydgruppen der 
oxidierten Kohlenhydratseitenketten der Antikorper 
gebunden. Die Inkubationszeit betragt24 h bei4°G 

Beispiel 2 

Kopplung von Dendrimeren an Antikorper 



a) Reversible Blockierung der Aminogruppen des 

Antikorpers 

0,5 mg Antikorper in 50 mM Hepes-Puffer, pH 8,5, 
werden fur 1 h bei RT mit 33 uM Citraconic Anhydrid 
inkubiert Zum Entfernen uberschussiger Reaktanden 
erfolgt eine Gelfiltration mitteis Sephadex G 25. Elu- 
tionsmittel: Na-Phosphatpuffer, 10 mM, 150 mM NaCl, 
pH 7,4. Die Fraktionen werden spektrophotometrisch 
bei 280 nm auf den Gehalt an Protein untersucht Dieje- 
nigen Fraktionen, die Antikorper enthalten, werden mit- 
teis Ultrafiltration mit z. B. Centrikon-Kartuschen (Ami- 
con), die eine AusschluBgrenze von 30 kDa haben, auf 
die gewunschte Proteinkonzentration eingeengt 

b) Irreversible Blockierung der Aminogruppen des 

Antikorpers 

0,5 mg Antikorper in 0,1 M Borax-Puffer, pH 9,0, wer- 
den fur 1 h bei RT mit 3 jimol Essigsaure-N-Hydrox- 
ysuccinimidester inkubiert Zum Entfernen uberschussi- 
ger Reaktanden erfolgt eine Gelfiltration mitteis Sepha- 
dex G 25. Elutionsmittel: Na-Phosphatpuffer, 10 mM, 
150 mM NaCl, pH 7,4. Die Fraktionen werden spektro- 
photometrisch bei 280 nm auf den Gehalt an Protein 
untersucht Diejenigen Fraktionen, die Antikorper ent- 
halten, werden mitteis Ultrafiltration mit z. B. Centri- 
kon-Kartuschen (Amicon), die eine AusschluBgrenze 
von 30 kDa haben, auf die gewunschte Proteinkonzen- 
tration eingeengt 

Die in Schritt a) oder b) erhaltenen NFb-blockierten 
Antikorper (0,5 mg/0,5 ml) werden mit 20 mmol 1-Ethyl- 
3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC), 5 mmol 
N-Hydroxysuccinimid (NHS) und 10~ 7 mol Dendrime- 
ren (Starburst, Generation 4, Aldrich, Produkt-Nr. 
41,244-9) in Phosphatpuffer, 10 mM, 150 mM NaCl, pH 
7,4, fur 16 h bei 4°C inkubiert 
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Beispiel 3 

Kopplung von Dendrimeren an Antikdrper 

1 mg Antikorper in 1 ml Borax-Puffer, 0,1 M, pH 9,0, 
wird mit 2 jtmol des homobifunktionellen Spacermole- 
kuls Ethylenglycol-bis(Bernsteinsaure N-Hydroxysucci- 
nimid) (EGS) fur 2 h bei RT inkubiert Zum Entfernen 
uberschussiger Reaktanden erfolgt eine Gelfiltration 
mitteis Sephadex G 25. Elutionsmittel: Borax-Puffer. 
Die aktivierten Antikorper werden mit 5,7 x 10~ 8 mol 
Dendrimere (Starburst, Generation 4, Aldrich, Produkt- 
Nr. 4 1,244-9) fur 16 h bei 4° C inkubiert 

15 Beispiel 4 

Kopplung von Dendrimeren an Antikorper 

6xl0~ 8 mol Carboxyl-funktionalisierte Dendrimere 
20 (Starburst™, Generation 3,5, Aldrich, Katalog-Nr. 
41,243-0) werden mit 5x 10 -4 mol EDC und 1,7 umol 
KHS in 100 ^ Phosphatpuffer, 10 mM, 150 mM NaCl, 
pH 7,4 fur 1 h inkubiert Zum Entfernen uberschussiger 
Reaktanden erfolgt eine Gelfiltration mitteis einer Bio- 
25 Spin-Kartusche (BioRad, Produkt-Nr. 732-6002). Die 
aktivierten Dendrimere werden zu 0,5 mg Antikorper in 
0,5 ml PBS gegeben und fur 30 min inkubiert 

Die Trennung der Antikorper-Dendrimer-Konjugate 
von freien Antikorpern bzw. Dendrimeren erfolgt mit- 
30 teis Gelfiltration uber Superdex™ 200 prep grade 
(Pharmacia), wobei die ProbengroBe 1% des Saulenvo- 
lumens betragt Eluiert wird mit 10 mM Tris/HCl, 100 
mM NaCl, pH 7,0, Der erste spektrophotometrisch bei 
280 nm detektierbare Peak enthalt das Dendrimer-Anti- 
35 korper-Konjugat 

Beispiel 5 

Kopplung von Farbstoffen an Konjugate aus 
40 Antikorpern und aminofunktionalisierten Dendrimeren 

Zu den Antikorper- Dendrimer-Konjugaten wird das 
gleiche Volumen einer gesattigten Losung des aminore- 
aktiven Farbstoffs, z. B. Procion Red, in Borax-Puffer, 

45 0,1 M, pH 9,0 gegeben und 24 h bei RT inkubiert Zum 
Entfernen uberschussigen Farbstoffs erfolgt eine Gelfil- 
tration mitteis Sephadex G 25. Elutionsmittel: Na- 
Phosphatpuffer, 10 mM, 150 mM NaCl, pH 7,4. Das 
Farbstoff-Dendrimer-Antikorper-Konjugat ergibt in 

50 der SDS-Gelelektrophorese eine stark rot gefarbte 
Bande, die gegenuber dem nicht konjugierten Kontroll- 
antikorper zu hoheren Molekulargewichten hin ver- 
schoben ist 

55 Beispiel 6 

Kopplung von aminoreaktiven Fluorophoren an 
Konjugate aus Antikorpern und 
aminofunktionalisierten Dendrimeren 

€0 

Antikorper- Dendrimer-Konjugat (Ausgangsmenge 
des Antikorpers: 1 mg) wird mit dem gleichen Volumen 
einer 5 mg/ml Fluoresceinisothiocyanat in Borax- Puffer, 
0,1 M, pH 9,0, gemischt und uber Nacht bei RT inkubiert 
65 Zum Entfernen uberschussigen Fluorophors erfolgt ei- 
ne Gelfiltration mitteis Sephadex G 25. Elutionsmittel: 
Na-Phosphatpuffer, 10 mM, 150 mM NaCl, pH 7,4. 

lm Falle der Verwendung von Antikorpern mit rever- 
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sibel geblockten Aminogruppen wird der Antikorper 
mit 5%iger Essigsaure versetzt und fur 30 min inkubiert 
Zum Entfemen uberschussiger Reaktanden erfolgt cine 
Gelfiltration mittels Sephadex G 25. Elutionsmittel: Na- 
Phosphatpuffer, 10 mM, 150 mM NaCl, pH 7,4. 

Beispiel 7 

Bindung von Farbstoffen mit Aminofunktionen an 

Conjugate aus Antikdrpern und io 
Carboxylfunktionalisierten Dendrimeren 

Zu den Antikorper-Dendrimer-Konjugaten, die wie 
in Beispiel 4 beschrieben, hergesteilt werden, wird das 
gleiche Volumen einer gesattigten Losung des Farb- 15 
stoffs, z. B. Direct Yellow 62, in Na-Phosphatpuffer, 10 
mM, 150 mM Nad, pH 7,4, gegeben und fur 16 h bei RT 
inkubiert Zum Entfemen uberschussiger Reaktanden 
erfolgt eine Gelfiltration mittels Sephadex G 25. Elu- 
tionsmittel* Na-Phosphatpuffer, 10 mM, 150 mM NaCl, 20 
P H7,4. 

Beispiel 8 

Kopplung von Dendrimeren an ELISA-PIatten 25 

a) Adsorptive Kopplung 

Die Napfe von ELISA-PIatten (Nunc Maxisorp C96, 
Katalog-Nr. 4466 12), werden mit 100 uJ einer Losung 30 
von NH2-funktionalisierten Dendrimeren (Starburst, 
Generation 4, Aldrich, Produkt-Nr. 41,244-9; 5,7 x 10~ 5 
M in 0,1 M Carbonat-Puffer, pH 9,6) fur 16 h bei 4°C 
inkubiert Nach Spuien mit Na-Phosphatpuffer, 10 mM, 
150 mM NaCl, pH 7,4 konnen die gewunschten (Bio- 35 
)Molekule nach Methoden wie ausfuhrlich in Herman- 
son, G.T. et aL, Immobilized affinity ligand techniques, 
Academic Press, San Diego, 1992 beschrieben, gekop- 
pelt werden. 

40 

b) Kovalente Kopplung 

Die Napfe von NH2-funktionalisierten ELISA-PIat- 
ten (Costar, Katalog-Nr.3390) werden mit 100 jil einer 1 
mg/ml Ethylenglycol-bis(Bernsteinsaure N-Hydrox- 45 
ysuccinimid) (EGS) Losung in Na-Phosphatpuffer, 10 
mM, 150 mM NaCl, pH 7,4, fur 1 h bei RT inkubiert Bei 
ELISA-PIatten mit aminoreaktiven Oberflachen (Co- 
star, Katalog-Nr. 2505) entfallt dieser Aktivierungs- 
schritt Nach einem Spulschritt mit Phosphatpuffer er- 50 
folgt die Inkubation mit einer Dendrimer-Losung 
(5,7 xlO -5 M) in Phosphatpuffer. Nach nochmaligem 
Spuien konnen die gewunschten (Bio-)MoIekGIe nach 
Methoden wie ausfuhrlich in Hermanson, G.T. et aL, 
Immobilized affinity ligand techniques, Academic Press, 55 
San Diego, 1992 beschrieben, gekoppelt werden. 

Beispiel 9 

Kopplung von Dendrimeren an Giasoberflachen eo 

Die Glasoberflache wird mit einer Losung bestehend 
aus 94% Ethanol, 1% Essigsaure, 4% Wasser und 1% 
3-Aminopropyltriethoxysilan fur 1 h bei 1 10°C aktiviert 
Es folgt eine Inkubation mit 5% Cyanurchlorid und 5% 65 
N.N-Diisopropylamin in Aceton fur 1 h bei RT. Nach 
Spuien mit Aceton erfolgt eine Inkubation mit 1% Den- 
drimerldsung in DMSO fur 3 h bei RT. Nach Spuien mit 
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DMSO konnen die gewunschten (Bio-)Molekule nach 
Methoden wie ausfuhrlich in Hermanson, G.T. et aL, 
Immobilized affinity ligand techniques, Academic Press, 
San Diego, 1992, beschrieben, gekoppelt werden. 

Beispiel 10 

Fig. 1 zeigt eine Edelmetalloberflache 1 ernes biosen- 
sorischen Oberflachen-Piasmonen-Resonanz-Trans- 
duktors. An diese Edelmetalloberflache 1 sind Dendri- 
mere 2 durch Qiemisorption uber Thiolgruppen kova- 
lent gebunden. Diese immobilisierten Dendrimere be- 
stehen aus zwei Sektoren 3 und 4, wobei der Sektor 3 
(weiB) die zur Bindung an das Edelmetall notigen Thiol- 
gruppen aufweist, wahrend der Sektor 4 (schwarz) Hy- 
droxylgruppen aufweist Durch die kovalente Bindung 
der Sektoren 3 an die Edelmetalloberflache 3 sind die 
Sektoren 4 mit ihren Hydroxylgruppen zum Analyten 
gerichtet An diese Sektoren 4 sind uber die Hydroxyl- 
gruppen und uber Spacennolekule 5 Antikorper 6 ge- 
bunden. die fur den Analyten spezifisch sind. 

Eine besonders geordnete Belegung der Edelmetall- 
oberflache 1 mit Dendrimeren und eine hohe Antikor- 
perdichte ergibt sich hierbei dadurch, daB zuerst die 
reinen Dendrimere an die Edelmetalloberflache gebun- 
den werden und erst anschlieBend die raumlich sperri- 
gen Spacer und Antikorper an die damit schon richtig 
orientierten Dendrimere gebunden werden. 

Patentanspriiche 

1. Dendrimere, dadurch gekennzeichnet, daB an 
ihrer Oberflache spezifische Rezeptormolekule 
und/oder Dgandenmolekule gebunden sind 

2. Dendrimere nach Anspruch I, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Rezeptor ein Antikorper ist 

3. Dendrimere nach mindestens einem der vorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
an ihrer Oberflache Farbstoffmolekule gebunden 
sind 

4. Dendrimere nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Farbstoffmolekule Fluorophore 
sind 

5. Dendrimere nach mindestens einem der vorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Bindungen zumindest teilweise kovalente Bin- 
dungen sind 

6. Dendrimere nach mindestens einem der vorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Dendrimere mit den gebundenen Rezeptoren 
und/oder Liganden und/oder Farbstoffen uber 
Spacermolekiile verbunden sind 

7. Dendrimere nach mindestens einem der vorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Rezeptoren und/oder Liganden mithilfe homo- 
oder heterobifunktionelle Crosslinker an die Den- 
drimere gebunden sind 

8. Dendrimere nach mindestens einem der vorher- 
gehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Dendrimere eine hydrophile Oberflache besit- 
zen. 

9. Dendrimeren nach mindestens einem der vorher- 
gehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
mehrere verschiedenen Rezeptoren und/oder meh- 
rere verschiedene Liganden und/oder mehrere ver- 
schiedene Farbstoffmolekule an die Dendrimere 
gebunden sind 

10. Dendrimere nach mindestens einem der vorher- 
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gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Dendrimere mindestens zwei Sektoren aufwei- 
sen, in denen verschiedene Rezeptoren und/oder 
verschiedene Liganden und/oder verschiedene 
Farbstoffmolekule gebunden sind- 5 
11. Verwendung von Dendrimeren nach minde- 
stens einem der vorhergehenden Anspriiche in der 
Bioanalytik, Biosensorik oder ImmundiagnostiL 
12 Verwendung von Dendrimeren nach Anspruch 

1 1 fur Fluoreszenz-Immunoassays. 10 

13. Verwendung von Dendrimeren nach Anspruch 

12 zum Nachweis von Antigenen, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der analytspezifische Antikorper an 
fluorophorbeladene Dendrimere gebunden und mit 
der das Antigen zu dem Antikorper enthaltenden 15 
Probe in Kontakt gebracht wird und daB anschlie- 
Bend an das Antigen gebundene Antikorper durch 
Anregung der Fluoreszenz des Fluorophors nach- 
gewiesen werden. 

14. Verwendung von Dendrimeren nach Anspruch 20 
12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, daB die Fluo- 
reszenz mit einem Fluoreszenzphotometer und/ 
oder einem Fluoreszenzmikroskop und/oder mit 
einem Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierer nach- 
gewiesen wird. 25 

15. Verwendung von Dendrimeren nach Anspruch 
12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, daB farbstoff- 
beladene Dendrimere als Nachweisreagens in ei- 
nem Dip-Stick-Assay oder in der Immunchromato- 
graphie verwendet werden. 30 

16. Verwendung von Dendrimeren nach Anspruch 
11, dadurch gekennzeichnet, daB an die Oberfla- 
chen, an denen die Bindung des Analyten oder Re- 
zeptors erfolgen soli, die Dendrimere gebunden 
sind. 35 

17. Verwendung von Dendrimeren nach Anspruch 
16, dadurch gekennzeichnet, daB die Dendrimere 
an Oberflachen von Immunoassays, beispielsweise 
Mikrotiterplatten, gebunden sind 

18. Verwendung von Dendrimeren nach Anspruch 40 
16, dadurch gekennzeichnet, daB die Dendrimere 
an Oberflachen von Transduktoren von Biosenso- 
ren gebunden sind. 

19. Verwendung von Dendrimeren nach Anspruch 
18, dadurch gekennzeichnet, daB die Dendrimere 45 
an die Oberflachen von dielektrischen Wellenlei- 
tern oder planaren oder faseroptischen Oberfla- 
chen-Plasmonen-Resonanz-MeBwertwandler ge- 
bunden sind. 

20. Verwendung von Dendrimeren nach minde- 50 
stens einem der Anspriiche 16 bis 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Dendrimere kovalent an die 
Oberflachen gebunden sind. 

21. Verwendung von Dendrimeren nach minde- 
stens einem der Anspriiche 1 1 bis 20, dadurch ge- 55 
kennzeichnet, daB Gemische von Dendrimeren mit 
mehreren verschiedenen Rezeptoren und/oder 
mehreren verschiedenen Liganden und/oder meh- 
reren verschiedenen Farbstoffmolekulen oder 
Dendrimere, an die mehrere verschiedene Rezep- eo 
toren und/oder mehrere verschiedene Liganden 
und/oder mehrere verschiedene Farbstoffmolekule 
gebunden sind, verwendet werden. 

22. Verfahren zur Bindung von Dendrimeren an 
Oberflachen zur Verwendung nach mindestens ei- 55 
nem der Anspriiche 11 bis 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zuerst unbeladene Dendrimere kova- 
lent an die Oberflache gebunden werden und an- 
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schlieBend die Rezeptoren und/oder Liganden und/ 
oder Farbstoffmolekule an die Dendrimere kova- 
lent gebunden werden. 
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